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16s rDNA
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DNAsegment coding for rRNA is 
called either rRNA gene or rDNA

16S rDNA

可变区 保守区



16s rDNA可作为分子钟的原因
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16S rDNA是细菌的系统分类研究中最有用的和最常用的分子钟。

• 16S rDNA的长度适宜

太短，信息量不够 长度适中，信息
量大且容易分析

太长，分析困难

• 16S rDNA具有良好的进化保守性



可变区的选择
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原核16S rRNA没有任何一个可变区可以准确的将所有种类的细菌从域到种进行明

确分类。不同的V区会对原核微生物群落结构的分析结果产生明显的影响。

• V3-V4（长度464bp），

illumina Miseq平台（PE300），

该平台可完整覆盖该区域，对

细菌的覆盖率较高。

• V4-V5（长度~303bp），

illumina Miseq平台（PE250），

其特异性较好，具有很好“捕捉”

细菌多样性的能力，数据库信

息全，是细菌多样性分析注释

的最佳选择。



16s rDNA的缺点
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由于16S rDNA测序是通过扩增某个或某几个高变区来检

测，一般可精确到“属”水平，少数可鉴定到“种”。对于某

些菌，高变区中序列的相似度非常高；或者区分不同菌的序列

片段不在我们的扩增区域内，均会导致无法鉴定到“种”。



IBS
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肠易激综合征( irritable bowel syndrome，

IBS) 是一种临床常见的功能性肠病，最主要

的临床表现为持续或间歇发作的腹痛或腹部

不适及排便习惯和粪便性状的改变。

该病发病原因和机制尚未完全明确，目

前有以下几个可能的原因：

• 胃肠运动障碍；

• 内脏的高敏感性；

• 脑肠轴调节异常；

• 肠道感染；

• 肠道菌群失调；

• 遗传因素、性别、饮食及心理社会因素等



菌群失调
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人体肠道内栖息着约 400 种微

生物，其中双歧杆菌、乳酸杆菌、

链球菌等有益菌占 98%以上，另外

2%是处于中间状态的细菌和有害菌。

当肠道菌群失调时，致病菌占了优

势，就会引发各种肠道疾病。



生信分析通用流程
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VSEARCH
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序列双端合并

去除两端接头

Fastq质量检测

序列去重复

嵌合体检测

OTU聚类

分类信息注释

矢量化---精确

并行-----高速

优点： 序列比对算法：

vsearch usearch
Needleman-Wunsch heuristic seed and extend aligner



VSEARCH

• 单路、贪心中心聚类算法

• 局部最优解，并非全局最优解

• 影响物种分类的显著性

• 结果误差来源之一
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QIIME 2
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Evan, et al., Nature Biotechnology, 2019

QIIME 2是一款强大、可扩展的微生物组分析平台，

强调数据分析透明，但实践体验中使用步骤较为繁琐。
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blast

vsearch

classify-sklearn

基于序列对齐的方法，在比对结果找到合适的注释信息

基于数据训练产生机器学习（朴素贝叶斯机器学习）分
类器，使用分类器进行注释。

QIIME 2
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小样本量结果展示
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Sample

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Leuconostocaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Bradyrhizob
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Bifidobacteriales;f__Bifidobacteri
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f__Rhod
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Thermoanaerobacterales;f__Thermoana
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotricha
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;__;__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Comam
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;__;__
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;__
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;__;__;__
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;__
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__[Barnesiellaceae]
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;__;__;__
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;__;__
k__Bacteria;p__Fusobacteria;c__Fusobacteriia;o__Fusobacteriales;f__Fusobacteriac
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptostreptococcaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pasteurellales;f__Paste
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;__
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteria
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;__;__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__En
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;__;__
k__Bacteria;p__Firmicutes;__;__;__
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Rikenellaceae
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;__
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;__
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;__;__
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;__
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Sphingobacteriia;o__Sphingobacteriales;f__Sphing
k__Bacteria;__;__;__;__
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;__;__;__

QIIME 2
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两种序列比对方法的对比

vsearch classify-sklearn

充分训练的分类器在16S rRNA基因和
真菌ITS序列物种注释的精确度和严谨
性方面一般优于其他的标准分类方法

应用较为广泛，结果可重复性高。优点

缺点 依赖分类器的训练，不同分类器（类群、
扩增引物和序列读长不同等）注释的结
果可能存在差异。

比对后产生多条比对结果，常选取得分最
高、e值最小的一条为目标序列的比对结果。
有可能出现“假阳性”的注释结果，无法
反映群落的真实特征。



分析工具
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Parallel-Meta Suite：跨平台、可交互的微生物组快速分析工具

PMS使用了各种最先进的算法和分析策略，实现了从DNA序列到可视化结果的完整流程

Chen, et al., iMeta, 2021

http://www.imeta.science/


群落多样性 - alpha多样性

15

* Wilcox-test p < 0.05
** Wilcox-test p < 0.01

• α 多样性分析显示：HC、IBS组Shannon指数和Simpson指数差异有统计学意义(p<0.05)

• IBS组与健康对照组相比，群落多样性更高

* **
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群落多样性 - beta多样性
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R2= 0.06201

• 组间距离大于组内距离，健康状态（HC或IBS）会显著影响菌群群落结构变化（p＜0.05）

• PCoA分析可见，肠道菌群能够显著区分不同健康状态（p <0.001）

* Wilcox-test p < 0.05 PERMANOVA  p<0.001

*
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厚壁菌门与拟杆菌门的比例
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Firmicutes

Bacteroidetes

Proteobacteria

Actinobacteria

Others

***

IBS组厚壁菌门(Firmicutes)丰度显著增高，拟杆菌门(Bacteroidetes)丰度显著降低，

F/B与健康对照组相比显著升高，与其他以往IBS研究结果相同

Phylum

*** Wilcox-test p < 0.005

F/
B

IBS

HC



IBS治疗方法
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• 微生态制剂

可纠正肠道菌群失调，对腹胀、腹泻等症状均有良

好的疗效

• 粪菌移植

帮助纠正紊乱的肠道菌群和重建正常的肠道微生态

• 三氧疗法

三氧又称臭氧，为广谱有效的强杀菌剂，对包括大

肠杆菌在内的各种病原菌均有较好的杀灭效能



如何找数据？
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总结
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1. 通过PubMed查阅相关文献了解到

a. 16SrDNA能够做为分子钟的优点和缺点；

b. IBS疾病可能产生的原因和解决方法；

2. 通过课上了解到Needleman-Wunsch、BLAST等序列比对算法，在该课题分析过程中，更加深入研究并比较了基

于序列比对和基于机器学习物种组成分析算法。

a. 分析中采用的vsearch使用矢量并行算法，数据处理过程高速执行，比对结果精确，采用Needleman-

Wunsch全局比对，召回率高；

b. 基于机器学习的物种注释，精确度和严谨性方面一般优于其他的标准分类方法，但是特别依赖分类器的训练；

3. 分析IBS患者与健康对照的肠道菌群发现，IBS组群落多样性更高，不同健康状态（IBS or HC）会显著影响肠道菌

群群落结构组成；两组间的特有菌及共有差异菌分析显示，IBS组独有或共有富集的菌属普遍与腹痛腹泻、肠炎病史

等相关，与疾病症状谱相符；

4. 除了自己收集样本外，也可以利用课上讲过的BIGD(http://bigd.big.ac.cn)来搜索公共数据库，查找符合要求的数据。



欢迎大家批评指正！
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